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【要旨】近年，虚血性神経細胞死の主因として神経伝達物質の興奮性アミノ酸，特にグルタミン酸の神経毒
作用が提唱されている．また低酸素（8％酸素）状態は脳障害を引き起こすと報告されているが，その際の脳
内アミノ酸の変動については不明である．一方，麻酔薬は脳虚血に対し保護作用を有するとされているがそ
の機序についても未だ不明である．そこで今回筆者は低酸素（5％酸素）状態における脳内アミノ酸の変動，
並びにこれに与える吸入麻酔薬の影響を検索する目的で，マイクロダイアリシス法にてラット海馬CA1領域
で細胞間隙に放出される脳内アミノ酸を測定，検討した．
　低酸素負荷60分でグルタミン酸は239％，アスパラギン酸は178％に増加した．これに対して1　MAC　lso－
flurane吸入群でそれぞれ175％，152％，2MAC　Isoflurane吸入群で147％，142％，また1MAC　Sevoflurane
吸入群でそれぞれ208％，178％，2MAC　Sevoflurane吸入群で189％，157％の増加であった．グルタミン
酸の放出はIsoflurane群で濃度依存性に抑制され，その抑制度はIsoflurane群でSevoflurane群に対して
有意に抑えられた（p＜0．05）．
　以上の結果より，低酸素負荷により細胞外に放出されるグルタミン酸，アスパラギン酸は増加し，また吸
入麻酔薬併用群でその増加率は有意に小さかった（p＜0．05）．
　脳低酸素により神経細胞死に関与するとされる興奮性アミノ酸が細胞外に放出されたが，この興奮性アミ
ノ酸の放出を抑制することは低酸素における神経細胞癌に対し防御的に働くのではないかと推察できる．脳
保護作用を有するとされる吸入麻酔薬が低酸素状態における興奮性アミノ酸の放出を抑制した事実により，
脳での吸入麻酔薬の作用の一端が示唆された．
はじめに
　近年，中枢神経系での興奮性神経伝達物質である
グルタミン酸，アスパラギン酸などの脳内アミノ酸
が注目されており，特にこれらの高次脳機能調節に
おいて果たす役割が重要視されている1）．現在，脳虚
血・低酸素暴露後の神経細胞障害の原因因子の一つ
として神経細胞内のイオン組成異常（Ca2＋上昇）が
指摘されており，その誘因としてこれらの興奮性ア
ミノ酸，とりわけグルタミン酸の過剰放出によって
引き起こされる細胞膜のCa2＋チャンネル異常が考
えられている1・2）．しかし脳虚血（stagnant　hypoxia）
に比して侵襲の少ない低酸素（hypoxic　hypoxia）下
では脳障害が認められるとの報告はあるが，その時
の脳内アミノ酸の変動に関する報告は少なく，経時
的変動は明らかでない．
　一方，不完全脳虚血あるいは局所脳虚血後の神経
細胞障害に対して静脈麻酔薬のBarbiturate系薬物
が保護的に作用するとの報告があり3）・4），また一般に
脳酸素消費量の減少作用，抗痙攣作用を有する吸入
麻酔薬にはBarbiturate系薬物と同様に脳虚血に対
する保護作用が期待されている5・6）．
　そこで今回筆者はin　vivoマイクロダイアリシス
法を用いてラット海馬CA1領域の細胞間隙よりア
ミノ酸を採取し，低酸素負荷時における興奮性脳内
アミノ酸の経時的変動，並びに吸入麻酔薬のSevo－
flurane，及びIsofluraneの影響を検索すべく本研究
に着手した．
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方 法
　1．実験材料
　実験動物には体重300～340g（生後10～12週齢）
の健康Wistar系雄性ラット40匹を用いた．尚，今
回の実験は東京医科大学動物実験倫理委員会の許可
を得て施行した．
　2．実験操作手順
　酸素十Isoflurane，または酸素十Sevoflurane麻酔
にて麻酔導入した後，気管切開し，小動物用人工呼
吸器（SN480－7－1，シナノ製作所）を装着した．筋
弛緩薬（Pancuronium，0．1mg／100　g）を腹腔内投
与して不動化し，純酸素にてPaCO235　mmHgを指
標とし調節呼吸を行った．血圧測定，採血，及び輸
液目的のため大腿動静脈にカテーテルをそれぞれ挿
入し，静脈ラインからリンゲル液（Na＋；147　mEg／
1，K＋；4mEg／1，　C1一；155．5Eg／1）を1．Oml／100
g／時で投与開始した．次にラットを定位脳固定装置
に固定した後，海馬CA1領域にマイクロダイアリシ
スプローブ（CMA／10　probe，径0．05　mm，　Carnegic
Medicine）を留置固定し，リンゲル液の灌流を2μ1／
minの速度で開始した．　ECGは第II誘導にて記録
し，体温，及び黒田を測定しながらHeat　Lampを
用いて37℃を指標として全経過にわたり頭部及び
体躯を保温した（図1）．
　3．実験群
　各吸入麻酔薬濃度はIsofluraneで1MAC＝
1．45％，Sevofluraneで1MAC＝2．2％と定めた7・8）．
　Control群は窒素95％＋酸素5％の混合気吸入に
よりhypoxiaを作成しn＝8とした．1－1群は
1MAC　Isoflurane十hypoxia群（n＝8），1－2群は
2MAC　Isoflurane十hypoxia群（n＝8），　S－1群は
1MAC　Sevoflurane十hypoxia群（n＝8），　S－2群は
2MAC　Sevoflurane十hypoxia群（n＝8）とした．
　4．測定方法，及び測定項目
　脳内アミノ酸はプローブの侵襲による影響を考慮
し，放出の安定する1時間後に灌流液を採取し，こ
れを前値とした．低酸素負荷開始時より10分間隔で
60分間にわたり灌流液を採取，直ちに高速液体クロ
マトグラフィー及び蛍光検出器（FL－45；BAS）で
脳内アミノ酸を測定した（図2）．実験終了後に直ち
に断頭し，脳を10％ホルマリン溶液で固定後の切片
にてダイアリシス・ブローべの刺入部位を確認した
（図3）．
　測定項目は平均動脈圧・心拍数（マルチパーパス
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　　気管切開孔にポリエチレンチューブを挿
　　管，人工呼吸器と接続している．脳温測定
　　用プローブは側頭筋内に刺入されている．
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図2アミノ酸標準液によるクロマトグラム（チャート）
　　縦軸は各アミノ酸の溶出時間，横軸は各アミノ酸の濃度（mmol／1）を示す．
　　移動相：酢酸ナトリウムバッファーpH　6．0
　　カラム：バイオフェーズODS－34100　mm　　流速：0．7ml／min
　　温度：30℃　　検出器：CMA／200フラクションコレクタニ
　　測定機器：BSA　400　Aアナライザー
　　濃…度＝サンプル10μ1＋OPA　10μ1，10μl　Injection
図3　マイクロダイアリシス・プローブの装着部位．
　　海馬CA1領域に刺入されたマイクロダイアリ
　　シス・プローブの装着部位を矢印に示す（H－E
　　染色，×10）．
（Model　178；CORNING　USA），直腸温（TF－DN；
テルモ），脳温（DEGITAL　THERMOMETER；
INTERMEDICAL）とした．またアミノ酸はグルタ
ミン酸，アスパラギン酸を測定した．動脈血液ガス
は負荷開始前値と60分後に測定した．
　結果は各群とも二値を100％とし，各アミノ酸の
変動を百分率で示した．結果の統計学的処理は前値
に対してはDunnet’s検定を，また実験群間の比較に
はFisherのLSD法を用いてP〈0．05を有意水準
とした．
実験結果
　1．Physiological　parametersについて表1に
　　示す
　Control群では平均血圧，心拍数は各々前値に対
して有意な変動を認めなかった．1－1，1－2，S－2の各
群で有意な血圧の低下を認め（P＜0．05），心拍数は
1－2群で有意な増加を認めた（P＜0．05）．脳温（BT）
は全群で有意な変動を認めなかった．
　2．動脈血液ガス分析を表2に示す．
　PaO，は低酸素負荷により有意に低下し（P＜
（3）
1997年3月 小澤：吸入麻酔薬が低酸素負荷時の興奮性脳内アミノ酸に与える影響 一　245　一
表1Physiological　parameterの変動
MABP（mmH　g） HR（bpm） BT（℃）
前値 舳 上値 舳 前値 舳
Control群 113±11102±：12 386±24394±17 37，2±0．237．1±0．1
1MAC　Isoflurane108±1489±10＊ 391±18405±：28 372±0、137．0±0．2
（1－1群）
2MAC　Isoflurane112±1162±14＊＃ 388±16421±22＊＃37．1±0．136．9±0．3
（1・2群）
1MAC　Sevo且urane115±1297±9 396±20398±16 37．2±0，237．1±0．2
（S－1群）
2MAC　Sevoflurane114±1467±8＊＃ 386±15403±22 37，0±0．236．8±0．3
（S－2群）
（mean±SD）
＊：前値に対して有意差あり（P〈0．05），＃：control群に対して有意差有り（P〈0．05）．
表2Blood　gasの変動
PaO2圃 PaCO2（岬 pH：
二値 舳 二値 60血 二値 舳
Con七rol 463±1720．1±32 34，7±1．833．3±1．8 7．39±0．037，21±0．05
1MAC　I80nurane449±1822．8±2．4 34，9±1．834．2±1．6 7．36±0．047．19±0，05
（1・1群）
2MAC　Isoflurane458±1721．4＝ヒ3．4＊ 34，5±1．832．5±1．8 7．42±0．037．17±0．04＊
（1－2群）
1MAC　Sevoflurane448±1422．9±3，8 35．2±1．834．6±2．6 7．41±0．037．22±0．05
（S・1群）
2MAC　Sevo且urane455±1622．1±3．1 34，2±1，832．9±2，2 7．38±0．037．19±0．04
（S・2群）
（mean±　SD）
＊：前値に対して有意差あり（P〈0．05）
0．05），全群平均で21．8±2．9mmHg（mean±SD）
まで低下し，群間の有意差は認めなかった．PaCO2
は60分値で全群平均で33．5±2．0（mean±SD）
mmHgに維持され，各一間での有意差は認められな
かった．pHは全群で低酸素負荷60分後に有意な低
下を呈した（p＜0．05）が前値，60分三共に各二間で
の有意差は認めなかった．
　3．アミノ酸の変動
　1）Isoflurane群
　グルタミン酸は全群共10分後より有意に増加し
た．60分値でControl群は前値の239％，1－1群で
175％，1－2群で147％の増加を示した（P＜0．05）．
この増加は1－1群はControl群に対し，また1－2群
は1－1群に対し，有意に小さかった（P＜0．05）（図
4）．
　アスパラギン酸は全三共20分後より有意な増加
を認め，60分値でControl群は178％に，1－1群は
154％，1－2群は142％を示した（P＜0．05）．この増
加は1－1群，1－2群はControl群に対し有意に小さか
った（P＜0．05）が，1－1群と1－2群の群間に有意差
は認められなかった（図5）．
　2）Sevoflurane群
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　3．Isoflurane群とSevoflurane群の比較
　グルタミン酸は60分値においてS－1群と1－1群，
1－2群とS－2群の各群間に有意差を認めた（P＜
0．05）（図8）．
1MAC
図860分値におけるグルタミン酸の放出量～
　　IsofluraneとSevofluraneの比較
　　＊　：P〈O．05　lsoflurane　vs　Sevoflurane
　グルタミン酸は全群共10分後より有意に増加し
た．60分値でControl群は前値の239％，　S－1群で
208％，S－2群で189％の増加を示した（P＜0．05）．
この増加はS－1群，S－2群共にControl群に対し有
意に小さかった（P＜0．05）．S－1群とS－2群の群間
に有意差は認められなかった（図6）．
　アスパラギン酸は全群共10分後より有意に増加
した．60分値でControl群は178％，　S－1群は
157％，S－2群は143％に増加した（P＜0．05）．S－2群
の増加はContro1群に対し有意に小さかった（P＜
0．05）．S－1群とS－2群の群間に有意差は認められな
かった（図7）．
考 察
　脳細胞が死に至る原因として興奮性アミノ酸，カ
ルシウムイオン，アシドーシス，フリーラジカル，
Killer　Protein等が報告されている9）．なかでも近
年，虚血性脳細胞死の主因として興奮性アミノ酸，
特にグルタミン酸の神経毒作用が注目されてい
る1・10）．このような血流が途絶した状態の虚血（stag－
nant　hypoxia）に対し，血流は維持されるが酸素供
給の低下した状態，すなわち低酸素性酸素欠乏状態
（hypoxic　hypoxia）は臨床的に重症肺炎，　ARDS，
気管支喘息発作など頻繁に直面する状態であるが，
エネルギー代謝の点で異なる経過をたどり，脳虚血
に比し侵襲は少ないものと考えられる．この様な低
酸素性酸素欠乏症における脳内アミノ酸の経時的変
動に関する研究報告はみられない．一方barbitur－
ate，　isofluraneといった麻酔薬は脳虚血に対する保
護作用が報告されているが，その機序については明
らかでない点が多く，殊に虚血モデルのような循環
停止状態では麻酔薬の脳に対する供給が途絶えるた
め，脳保護作用は失われるとの報告もある11）．そこで
低酸素性酸素欠乏状態における脳内アミノ酸の経時
的な変動，並びにこの時に吸入麻酔薬が与える影響
についてin　vivoマイクロダイアリシス法を用いて
検討した．
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　グルタミン酸およびアスパラギン酸は他のアミノ
酸と比して脳内部位における濃度較差が少ないとさ
れているが，小脳皮質，大脳皮質，尾状核，海馬に
比較的高濃度に認められる．また海馬CA1領域は虚
血等の侵襲に対して最も脆弱性の認められる部位と
言われており9），低酸素負荷においても興奮性アミ
ノ酸の放出が期待され，解剖学的見地からも容易に
プローブを穿刺できるためアミノ酸採取部位に定め
た．
　グルタミン酸およびアスパラギン酸は中枢性シナ
プス伝達における興奮性神経伝達物質である一方，
脳内のタンパク質の構成成分でもあり，中枢神経系
の機能維持に重要なグルコース代謝経路の前駆体お
よび中間体でもある．従って，脳内各部位において
測定されるアミノ酸含有量は必ずしも神経伝達物質
の機能を示す指標とはなり得ないとされている12）
が，マイクロダイアリシス法を用いた事により，神
経情報伝達には関与しない細胞内アミノ酸の影響を
受けず，細胞外に放出される神経伝達機能を反映し
たアミノ酸のみを定量する事が可能であったと判断
した．
　予備実験において15％，10％の低酸素負荷ではグ
ルタミン酸の有意な上昇がみられず5％酸素におい
て有意な上昇を認めた事，8％酸素120分負荷におい
て行動上，及び組織学上の障害が報告されている13）
事より8％酸素よりも更に厳しい条件である5％酸
素は脳細胞に対し障害を引き起こすであろうと考え
低酸素負荷の濃度として決定した．また60分を超え
ると死亡例が多く認められたため，生命維持が可能
であり，更に心拍数，血圧が安定していた60分間を
測定時間とした．なお吸入麻酔薬は本邦では比較的
近年に導入され，臨床上使用頻度の高い2種類の
IsofluraneとSevofluraneを用いた．
　平均動脈圧は1MAC，2MAC　Isofluraneの巨群と
2MAC　Sevoflurane群で有意な低下がみられたが
循環血液量は維持された状態であった事，また
PaCO2が一定に保れていた事，脳温は一定に保たれ
ていた事などより脳血流に影響を与える因子として
低酸素症と吸入麻酔薬を考慮する必要があると思わ
れるが，これらは共に脳血流に対して増加作用を有
する事が知られており14），今回の実験条件では脳血
流は充分に保たれていたものと思われた．
　動脈血液ガス分析では全群でpHの低下が認めら
れたが，呼吸性因子は除外できる事より代謝性因子
によって引き起こされたアシドーシスと考えられ
た．すなわち，組織への酸素供給の低下した状態に
よりグリコーゲンからピルビン酸，乳酸へ至る嫌気
性解糖系が作動したために乳酸アシドーシスに至っ
たものと推定された．従来アシドーシスは虚血性脳
障害の神経学的予後を不良にするとされてきたが，
近年では軽度のアシドーシスはむしろ脳保護的に働
くとの報告もある15）．Morimoto等16）によれば虚血
性脳障害に対し軽度のアシドーシスは拮抗性に働
き，pH　5．5～6．0以下の高度アシドーシスで障害を
助長すると報告している．また，脳細胞内pHは同程
度の低酸素負荷時に動脈血に相反して軽度のアルカ
ローシスに傾くとの報告もある17）．以上からも各群
の動脈血液ガス分析で認めたpHの変動は7．20±
0．07の範囲であり，この程度の低下は脳障害に対し
影響を及ぼさなかったと思われた．
　脳内アミノ酸の放出に関して，スナネズミを用い
た全脳虚血の実験においてCA1領域でのグルタミ
ン酸の放出は，虚血開始直後より著明に増加し，約
5分後で10～15倍に達したとの報告があり1・9），また
出血性ショックモデルでは約15分後に約20倍に達
したとの報告がある18）．しかし，今回の実験で用いた
5％の低酸素負荷ではグルタミン酸で2．39倍アスパ
ラギン酸で1．78倍の増加にとどまった．一般的に脳
細胞は低酸素に対し易障害性が高いとされるが，エ
ネルギー代謝は動脈血酸素分圧が15mmHg以下に
なるまで変化を受けないとの報告19）もあり，hypox－
ic　hypoxiaでは虚血出血性ショックと比して脳細
胞障害が軽度であったと考えられた．この原因とし
てhypoxiaによる脳血管の拡張，並びにパスツール
効果等により脳細胞死を未然に防ぐ機構が働いたた
めに島細胞に対する侵襲が弱められ，この結果細胞
外に放出されるグルタミン酸の増加が少なかったも
のと思われた．
　一方，Isoflurane，　Sevofluraneの各面において
各アミノ酸の放出量はcontrol群に対して有意に抑
制され，なかでもグルタミン酸はIsoflurane群で濃
度依存性に抑制された．虚血あるいは低酸素に暴露
された脳細胞を保護するためには，①脳への酸素供
給を増加させること，②脳組織の酸素消費量を低下
させ相対的に需要バランスを改善すること，③虚血
状態で枯渇したエネルギー源（主としてATP）の回
復を促進および維持すること，の3つが考えられる．
ここで吸入麻酔薬は脳血流を増加させることより酸
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素供給の増加は期待され12，14），また麻酔薬には神経
活動の抑制と平行して脳酸素消費量を減少させるこ
とが知られている20）．従って，今回の実験での興奮製
アミノ酸放出抑制は上記①，②の作用によるものと
推定されるが，Isofluraneに関しては分離した脳シ
ナプスにおいて細胞内Caイオン濃度を減少させ，
グルタミン酸の放出を抑制したとする報告21），また
虚血侵襲に対して神経細胞骨格蛋白（microtubule－
associated　protein　2）の崩壊を抑制したとの報告22）
などから，神経細胞膜レベルでの保護作用を有する
可能性も考えられる．またIsofluraneはSevoflur－
aneに比してグルタミン酸放出量が有意に少なかっ
た事はIsofluraneがSevofluraneに比して脳に保
学的に作用する可能性が示唆された．これはISO－
fluraneが中脳網様体のニューロン活動を抑制する
抑制性麻酔薬であるのに対してSevofluraneは痙
攣誘発性麻酔薬であるという，麻酔薬としての作用
機序の差による可能性が考えられた．また脳内組織
への吸入麻酔薬の分配の差，作用部位の差なども考
慮すべきと思われるが，菅谷等21）の神経細胞骨格蛋
白崩壊の抑制において，またMiyano等23）のラット
線条体でのドーパミン放出に与える影響において
も，脳保護に関してIsofluraneはSevofluraneより
も有意な効果が認められており，この点は今回の実
験結果と一致している．
　グルタミン酸に関しては近年の研究により，虚血
侵襲によりN一メチルD一アスパラギン酸（NMDA）
受容体を刺激し，細胞内Caイオン濃度を上昇させ，
この結果種々の酵素系が活性化され細胞障害を誘発
するとされている24）．従って細胞外に放出されるグ
ルタミン酸の増加が脳障害に対する一つの指標と考
えられる．一方，アスパラギン酸は興奮性神経伝達
物質としてグルタミン酸類似の役割が考えられてい
る．今回の実験においてアスパラギン酸をグルタミ
ン酸と同時に測定し比較，検討した結果，経時的に
増加する点ではグルタミン酸と類似していたが，吸
入麻酔薬による放出抑制に関しては有意な差が認め
られた．このアミノ酸の放出量の相違，並びにアミ
ノ酸の代謝経路を考慮すれば，吸入麻酔薬は各脳内
アミノ酸の変動に対して同様の影響を与えるもので
はなく，選択的に作用する可能性も示唆された．し
かし侵襲時におけるアスパラギン酸の作用，役割に
ついてまだ解明されていない部分も多く今後の研究
を待たねばならない．また，過剰放出される興奮性
アミノ酸量と神経細胞障害の程度との関連は十分に
解明されておらず，今回の実験で認められた吸入麻
酔薬によるグルタミン酸の15～38％という放出抑
制が臨床的にどの程度の病態の差となって現れるの
かは明らかでない．しかし本研究で得られたアミノ
当量の変動において吸入麻酔薬のIsoflurane，　Sevo－
fluraneが神経毒として作用する興奮性アミノ酸の
放出を抑制した事実により，脳保護作用を有すると
される吸入麻酔薬の低酸素状態における脳での作用
の一端が示唆された．
結 語
　1．ラットを用い低酸素負荷時の興奮性アミノ酸
の変動，並びに吸入麻酔薬Isoflurane，　Sevoflurane
がこの変動与える影響をマイクロダイアリシス法を
用い測定，検討した．
　2．5％酸素による低酸素性酸素欠乏状態で興奮
性アミノ酸（グルタミン酸，アスパラギン酸）の放
出は経時的に増加した．
　3．Isoflurane，　Sevofluraneの吸入群ではcon－
trol群に比して興奮性アミノ酸の放出は有意に抑制
された．
　4．グルタミン酸の放出はIsofluraneでSevo－
fluraneに対して有意に抑制された．
　5．以上の結果は吸入麻酔薬の低酸素状態におけ
る脳での作用の一端を示唆すると考えられた．
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Changes　of　the　Extracellular　Concentrations　of　Excitatory　Amino　Acids　in　the
　　　　　　Rat　Hippocampus　during　Hypoxia　under　lnhalation　Anesthesia
Takuro　OZAWA
Department　of　Anesthesiology，　Tokyo　Medical　College
　　　　　　　（Director：Prof．　Atsushi　ISSHIKI）
　　The　purpose　of　the　present　study　was　to　clarify　the　effects　of　hypoxia　on　changes　of　excitatory　amino
acids　in　the　brain　under　inhalation　anesthesia．　For　this　purpose，　we　used　the　intracerebral　microdialysis
technique　to　determine　extracellular　concentrations　of　amino　acids，　i．　e，　glutamate　and　aspartate，　in　CAI
of　rat　hippocampus　following　cerebral　hypoxia　（59002），　under　isoflurane　and　sevoflurane　anesthesia．
　　Male　Wistar　rats　were　divided　into　five　groups．　The　control　group　（n　＝8）　was　subjected　to　hypoxia
only，　group　1－1　（n＝8）　was　subjected　to　hypoxia　under　1　minimum　anesthetic　concentration　（MAC）　of
isoflurane，　group　1－2　（n＝8）　was　subjected　to　hypoxia　under　2　MAC　of　isoflurane，　group　S－1　（n＝8）
was　subjected　to　hypoxia　under　l　MAC　of　sevoflurane，　S－2　（n＝　8）　was　subjected　to　hypoxia　under　2
MAC　of　sevoflurane．
　　After　60　minutes　hypoxia，　levels　of　excitatory　amino　acids　increased，　but　the　changes　varied　in　the
different　groups．　ln　the　control　groups，　rates　of　increase　were　23990　for　glutamate　and　17890　for
aspartate．　ln　group　1－1　rates　of　increase　were　17590　for　glutamate　and　15490　for　aspartate，　in　group　1
－2　147910　for　glutamate　and　14290　aspartate，　in　group　S－1　20890　for　glutamate　and　15790　for　aspartate，
and　in　group　S－2　18990　for　glutamate　and　14390　for　aspartate．
　　These　results　suggest　that　isoflurane　and　sevoflurane　inhibit　the　increase　of　excitatory　amino　acids
following　cerebral　hypoxia．　At　the　same　anesthetic　level，　isoflurane　is　more　inhibitory　than　sevoflurane．
Therefore，　these　inhalation　anesthetics　can　be　expected　to　provide　protective　action　in　cerebral　hypoxia．
〈Key　words＞　Hypoxia，　Microdialysis，　Excitatory　amino　acids，　lnhalation　anesthetics．
（10）
